RU 
lg 








B 学 报 Acta Entomologica Sinica, June 2018, 61 (6): 657 -667 doi : 10. 16380/j. kexb. 2018. 06. 004 








RA Wikis SRA A SlitPBP4 的 分 子 克 隆 、 
组 织 表 达 谱 及 结合 特性 分 析 


~ 


IER, UE, ERA, NU, XU 


(1. 南京 农业 大 学 植物 保护 学 院 , 农业 部 作物 病虫害 监测 与 防 控 重 点 开放 实验 室 , 南京 210095 ; 
2. 西南 林业 大 学 ,云南 省 森林 灾害 预警 与 控制 重点 实验 室 , 昆明 650224) 





























摘要 :【 目 的】 鉴定 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura. 新 的 信息 素 结合 蛋白 (pheromone binding protein, 
PBP) 基 因 ,明确 其 在 斜纹 夜 蛾 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 并 探讨 其 功能 。【 方 法 】 基 于 已 报道 的 烟草 天 
*& Manduca sexta, RÆ Bombyx mori, Æ + 4%% Danaus plexippus Fe k M xk Melitaea cinxia 4 种 非 夜 
FL k PBPA 同 源 基因 的 序列 特点 及 与 其 他 PBP 基因 在 染色 体 上 的 相 邻 关系 ,通过 分 析 实 验 室 
先前 克隆 到 的 斜纹 夜 峨 PBP/GOBP 基因 序列 ,克隆 斜纹 夜 蛾 PBP4 同 源 基因 ;通过 RT-PCR 和 
qPCR 技术 测定 该 基因 在 斜纹 夜 蛾 内 雄 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 ; 利 用 体外 表达 和 英 光 竞 争 性 
结合 实验 测定 斜纹 夜 蛾 PBP4 蛋白 对 性 信息 素 组 分 和 植物 气味 物质 的 结合 能 力 。 (AR) ARMA 
昆虫 斜纹 夜 蛾 中 鉴定 到 首 个 PBP4 基因 ,命名 为 SlitPBPA (GenBank 登录 号 : MG356847) ,cDNA 编 
码 210 个 氨基 酸 , 具 有 和 末端 信号 肽 .疏水 性 气味 分 子 结合 域 及 6 个 保守 半 胱 和 氨 酸 等 PBP 的 典型 
序列 特征 ,其 基因 组 DNA 在 保守 位 置 也 含有 2 个 内 含 子 ; 但 和 已 报道 的 斜纹 夜 蛾 3 A PBP 相 比 ， 
PBP4 的 C 末端 明显 较 长 。SUiPBP4 AER ULAR ( EAA) MARA, EMER & kh ARH 
组 织 中 仅 微 弱 表 达 或 不 表达 。 荧 光 竞 争 性 结合 实验 结果 表明 ,SlitPBP4 蛋白 与 被 测定 的 信息 素 组 
分 及 植物 气味 物质 均 没有 明显 结合 能 力 。【 结论 报道 了 夜 蛾 科 昆 虫 的 首 个 PBP4 基因 ,该 基因 可 
能 主要 参与 雄 虫 生殖 相关 的 生理 过 程 而 非 嗅觉 功能 。 
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Abstract: [ Aim] This study aims to identify the new pheromone binding protein ( PBP) gene of 
Spodoptera litura , to clarify its tissue expression pattern and to explore its functions. [ Methods] Based on 
the sequence characteristics of PBP4 homologues and their vicinity with other PBP genes on the 


chromosome in four non-noctuid species (Manduca sexta, Bombyx mori, Danaus plexippus and Melitaea 
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cinxia) reported previously, a PBP4 gene was obtained from S. litura by analyzing S. litura PBP/GOBP 
genes previously cloned by our laboratory. The tissue expression patterns of this gene in male and female 
adults were determined by RT-PCR and qPCR. The binding properties of the recombinant PBP4 protein 
to sex pheromone components and plant odorants were measured by fluorescence competitive binding 
assay. [Results] The first PBP4 gene in Noctuidae was identified from S. litura and named SlitPBP4, 
which was deposited in GenBank under accession number MG356847. The cDNA sequence of SlitPBP4 
encodes 210 amino acids, with the typical sequence features of PBPs, including an N terminal signal 
peptide, several hydrophobic regions, six conserved cysteines, and two introns inserted at the conserved 
positions in the genomic DNA. However, SlitPBP4 has a C terminus much longer than that of the other 
three reported SlitPBPs. SlitPBP4 showed predominantly high expression level in the male abdomen ( the 
reproductive systems) but nearly undetectable in the antennae and other adult tissues. Fluorescence 
competitive binding assay showed that SlitPBP4 protein had no obvious binding ability to the tested 
pheromone components and plant odors. [ Conclusion] The first PBP4 gene of noctuids was reported. 
SlitPBPA4 is likely to be involved primarily in the reproduction-related physiological processes in male 
adults, rather than the olfactory function of other reported PBP genes in noctuids. 


Key words: Spodoptera litura; SlitPBP4; tissue expression; prokaryotic expression; fluorescence 


competitive binding assay 











蛾 类 昆虫 的 性 信息 素 通讯 系统 具有 极 高 的 灵敏 
性 和 种 特异 性 ,保证 了 同 种 雌雄 两 性 个 体 在 夜间 可 
以 准确 识别 .交配 并 避免 种 间 杂 交 。 信 息 素 结合 蛋 
H (pheromone binding protein, PBP) 高 浓度 存在 于 
雄 蛾 触角 中 ,起 到 识别 、 结 合 和 和 运送 性 信息 素 分 子 穿 
过 感 器 淋巴 液 到 达 嗅 党 神经 树 突 膜 表 面 受 体 的 作用 
(Herbert et al., 2014) ,对 于 雄 峨 识别 和 感受 同 种 性 
言 息 素 至 关 重 要 (Li and Prestwich, 1997) , PBP $ 
属于 昆虫 气味 结合 蛋白 (odorant binding protein, 
OBP) 家族, 第 一 个 昆虫 PBP( 也 是 第 一 个 昆虫 OBP) 
于 1981 年 在 多 音 天 看 蛾 Antheraea polyphemus JE riz 
由 角 中 得 到 鉴定 (Vogt and Riddiford ，1981 ) 。 在 鳞 
翅 目 昆虫 中 ,根据 序列 相似 性 和 结合 的 气味 分 子 种 
类 , OBP 被 分 为 PBP 及 GOBP ( general odorant 
binding protein) 两 类 ,前 者 被 认为 在 性 信息 素 的 感 
受 中 起 作用 ,后 者 则 在 一 般 气 味 ( 如 寄主 植物 、 食 物 
等 气味 ) 感 受 中 起 作用 。 随 着 分 子 生 物 学 及 测序 技 
术 的 发 展 ,借助 于 转录 组 及 基因 组 数据 ,很 多 种 昆虫 
的 OBP 基因 得 以 鉴定 ,如 家 和 恒 Bombyx mori ( Krieger 
et al., 1996) EAH E KEE Ostrinia nubilalis 和 亚洲 玉 
XIE Ostrinia furnacalis ( Willett and Harrison, 1999) 、 
ERIR Lymantria dispar ( Plettner et al., 2000) SEY% 
褐 卷 峨 Epiphyas postvittana( Newcomb et al., 2002) 、 
斜纹 夜 峨 Spodoptera litura (Xiu et al., 2008) 和 棉铃 
Hi Helicoverpa armigera( Guo et al., 2012), mf] H.,— 
种 昆虫 除 具 有 PBP 和 GOBP 两 类 OBP 外 ,还 含有 大 



































量 的 OBP 同 源 蛋白 (其 他 OBP) 。 

就 PBP 基因 的 数量 而 言 , 鳞 翅 目 不 同 科 昆 虫 为 
1 ~5 个 不 等 。 其 中 , 晨 蛾 科 是 目前 发 现 PBP 基因 数 
量 最 多 的 科 , 如 亚洲 玉米 坚 和 欧洲 玉米 量 各 有 5 个 
PBP 基因 (PBP1 -5) (Allen and Wanner, 2011) ,二 
Ab ts 4 ^ PBP 基因 (PBPI -4)(Cao et al., 
2014) ; UR PLA KERA 4 个 PBP 基因 (0BP3 -6) 
(Gong et al., 2009) ; 天 蛾 科 的 烟草 天 蛾 也 有 4 个 
PBP 基因 (PBP1 —4) ( Vogt et al., 2015) ;但 从 小 菜 
i Plutella xylostella 基因 组 中 仪 找到 3 个 PBP 基因 
(PBP1 -3)(You et al., 2013) 。 在 其 他 非 夜 蛾 科 昆 
虫 ,如 舞 毒 峨 (Pletmer et al., 2000) , RLA t E 
Grapholita molesta ( Song et al., 2014) 等 ,也 鉴定 到 
2 ~3 个 PBP 基因 。 在 已 公布 基因 组 的 蝶 类 昆虫 中 ， 
君主 斑 蝶 Danaus plexippus 具有 3 A~ PBP 基因 (Zhan 
et al., 2011); 20 "iy #H BE Heliconius melpomene 
( Dasmahapatra et al., 2012) 有 2 个 PBP 基因 ; 庆 网 
WERE Melitaea cinxia( Ahola et al., 2014) 鉴定 到 4 个 
PBP 基因 。 显 然 ,不 同 鳞 翅 目 物种 PBP 的 数量 存在 
差异 ,但 由 于 对 这 些 基 因 功 能 的 研究 较 少 , 尚 难 获 得 
PBP 基因 的 数量 与 性 信息 素 或 其 他 气味 感受 间 的 确 
定性 关系 。 

夜 蛾 科 是 鳞 翅 目 第 一 大 科 , 迄 今 在 小 地 老虎 
Agrotis ypsilon( Gu et al., 2013) 棉铃 虫 H. armigera 
(Zhang et al., 2011) IK PARK Spodoptera littoralis 
(Legeai et al., 2011) 和 斜纹 夜 峨 S. litura ( Xiu et 
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al., 2008; 杨 芳 等 , 2010) 等 多 种 夜 峨 的 触角 中 鉴定 
到 最 多 3 个 不 同 的 PBP 基因 (PBPI，PBP2 和 
PBP3) ,尚未 有 PBP4 基因 的 报道 ,也 暗示 夜 蛾 科 中 
可 能 的 PBP4 基因 并 不 在 触角 中 高 表达 。2017 年 8 
月 和 10 月 ,棉铃 虫 基因 组 数据 (Pearce et al., 2017) 
和 和 斜纹 夜 蛾 基因 组 数据 (Cheng et al., 2017) 相继 公 
布 ,相关 文章 亦 未 有 对 PBP4 基因 的 描述 。 本 研究 
基于 已 报道 的 烟草 天 蛾 等 4 种 非 夜 蛾 科 昆 虫 PBP4 
基因 的 序列 特点 及 与 其 他 PBP 基因 在 染色 体 上 的 
相 邻 关系 ,通过 比 对 实验 室 先 前 克隆 到 的 斜纹 夜 蛾 
PBP/GOBP 基因 序列 (Liu et al., 2015) ,鉴定 了 和 斜纹 
夜 蛾 的 PBP4 同 源 基因 ,然后 通过 RT-PCR 和 qPCR 
分 析 其 组 织 表达 谱 , 进 而 利用 体外 表达 荧光 竞 争 性 
结合 实验 等 对 该 基因 的 功能 进行 了 初步 探讨 。 









































1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 及 组 织 收集 

斜纹 夜 蛾 幼虫 在 室内 用 人 工 饲 料 ( 朱 丽 梅 等 ， 
2001) 饲 养 ,饲养 条 件 为 温度 为 26 +1% 、 相 对 湿度 
为 65% +5% 、 光 周期 14L: 10D。 晴 期 分 肉 雄 ,成 虫 
雌雄 分 开 饲 养 , 喂 以 1096 的 蜂蜜 水 。 

在 组 织 表 达 谱 分 析 试 验 中 ,收集 2 日 龄 暗 期 第 
6 小 时 的 肉 雄 成 虫 的 触角 、 头 (去 除 触 朋 )、 胸 、 腹 、 
FE HAE 6 个 组 织 , 迅 速 装 和 含有 Trizol 的 2 mL Bj 
心 管 中 。 每 个 组 织 收集 3 个 重复 ,每 个 重复 的 数量 
分 别 为 触角 100 根 、 头 (去 除 触角 )20 个 、 胸 10 个 、 
用 5 个. 足 60 个 . 翅 10 个 。 另 收集 雄 虫 生殖 系统 和 
除去 生殖 系统 的 腹部 组 织 各 5 个 。 所 有 组 织 收集 后 
-80Y 保存 。 
1.2. 主要 试剂 

RNA 提取 试剂 Trizol 购 自 Invitrogen (美国 ) 公 
司 ; 反 转录 试剂 盒 PrimeScript” RT Reagent Kit、 定 量 
PCR 试剂 盒 SYBR Premix Ex Taq 购 自 TaKaRa( 大 
连 ) 公 司 ;DNA BEC In CAT ae H Axygen( 美 国 ) 
公司 ; 2 x Taq Master Mix 和 Phanta Max Super- 
Fidelity DNA Polymerase +5 15 E] VE HEE ( Bj 3) EW 
科技 有 限 公 司 ; pEASY-T3 克隆 试剂 盒 、 大 肠 杆 菌 
Escherichia coli trans-T1 感受 态 细胞 2k DNA Marker 
和 6 x DNA Loading Buffer 购 自 全 式 金 (北京 ) 生 物 
科技 有 限 公司 ;BL21( DES ) 感受 态 细胞 购 自 北京 易 
国 公司 ; TA. DNA 连接 酶 及 快速 限制 性 内 切 酶 
(BamH I Ail Xho I ) i A Fermentas 公司 ; 肠 激 酶 购 
自 金 斯 瑞 ( 南 京 ) 生物 科技 有 限 公 司 。 所 用 引物 由 




































































南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公司 合成 。 
1.3 ”斜纹 夜 蛾 组 织 总 RNA 提取 和 cDNA 的 合成 

和 斜纹 夜 蛾 雌雄 成 虫 触角 、 头 部 (去 除 触 角 ) 、 胸 
部 腹部 . 足 和 翅 的 总 RNA 使 用 Trizol 提取 ,方法 依 
照 说 明 书 操作 。 总 RNA 质量 通过 琼脂 糖 凝 胶 电泳 
检测 , 浓度 用 NanoDrop 1000 M Æ. W 2 kg 总 
RNA ,以 OligdT 为 引物 合成 cDNA 第 1 链 ,作为 RT- 
PCR 和 qPCR 分 析 的 模板 。 
1.4 基因 鉴定 
通过 分 析 已 报道 的 烟草 天 蛾 、 家 看 君主 斑 蝶 和 
庆 网 峡 蝶 这 4 种 昆虫 不 同 PBP 基因 在 染色 体 上 的 
MEKA ,发 现 PBP4 基因 与 其 他 3 个 PBP 基因 和 
GOBP2 基因 相 邻 分 布 , 据 此 实验 室 先 前 克隆 了 和 斜纹 
fü Wk PBP/GOBP 基因 序列 ( GenBank 登录 号 : 
KJ956693 ( Liu et al., 2015) ;在 此 基础 上 ,通过 分 
析 上 述 4 种 昆虫 PBP 基因 的 序列 特点 并 比 对 斜纹 
夜 峨 PBP/GOBP 基因 序列 ,获得 斜纹 夜 蛾 PBP4 同 
源 基 因 的 基因 组 DNA 序列 。 
1.5 PBP4 基因 同 源 性 分 析 、 琉 水 区 域 预测 和 进化 
树 构 建 

利用 基因 探索 者 软件 将 核 苷 酸 序列 翻译 成 蛋白 
序列 ;利用 ExPASy 软件 中 的 Compute pl /Mw( http: 
// web. expasy. org/protparam/ ) 程序 预测 蛋白 的 分 子 
量 和 等 电 点 ;利用 SignalP 4. 1 软件 预测 (http: // 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) SlitPBP4 信和 号 肽 
序列 ;利用 ExPASy 软件 中 的 ProtScale ( http ; // web. 
expasy. org/protscale/ ) 预测 SlitPBP1 -4 i zK PX Bk. 
采用 DNAMAN 软件 分 析 斜 纹 夜 蛾 PBP4 与 斜纹 夜 
iK PBPI -3 及 GOBPI -2 基因 氨基 酸 序列 的 同 源 
性 ;利用 MEGA5. 0 软件 的 邻接 法 (抽样 次 数 
1 000) ,对 斜纹 夜 蛾 所 有 已 报道 的 OBP (Gu et al., 
2015) 及 其 他 代表 性 鳞 序 目 昆 虫 的 PBP 和 GOBP 构 
建 系统 进化 树 。 
1.6 斜纹 夜 蛾 PBP4 基因 组 织 表达 谱 分 析 

RT-PCR 反应 体系 25 uL: 2 x Taq Mix 12. 5 
pL, cDNA 模板 20 ng, 正 反 向 引物 (10 pmol/L) 4& 
1 pL, 加 无 RNA 酶 水 至 25 kL。 反 应 程序 : 94°C 
3 min; 94°C 30 s, 59*C 30 s, 72 30 s, 30 个 循环 ; 
72°C. 延伸 10 min, PCR 产物 用 1.5% 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 检测 。 以 斜纹 夜 蛾 GAPDH 基因 作为 内 参 基因 ， 
进行 3 次 生物 学 重复 。qPCR RHE H} SYBR 
Green II, fi H] 96 孔 板 在 ABI 7500 定量 PCR 仪 中 测 
定 。 反 应 体系 (20 uL): SYBR Green PCR Master 
Mix 10 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/pL) % 0.4 pL, 
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ROX Reference Dye II 0.4 uL, cDNA 模板 2.0 pL 
和 无 RNA 酶 水 6.8 kL。 反 应 程序 : 95° 30 s; 
95T 5 s, 60C 34 s, 40 个 循环 。 所 用 引物 序列 见 
表 1。 采 用 双 内 参 基因 SIitGAPDH( glyceraldehyde-3- 
phosphate dehydrogenase gene, GenBank 登录 号 : 
HQ012003. 2) 和 SlitEF ( elongation factor gene, 
GenBank 登录 号 : DQ192234. 1) 进行 相对 表达 量 计 
算 ,进行 3 次 生物 学 重复 和 3 次 技术 重复 。 采 用 
2 “全 值 法 计算 目的 基因 的 相对 表达 量 ( Livak and 
Schmittgen, 2001) 。 采 用 SPSS17.0 的 独立 样本 1 检 
验 , 分 析 不 同 组 织 间 的 表达 量 差异 。 
1.7 和 斜纹 夜 蛾 PBP4 基因 表达 载体 的 构建 

使 用 SignalP4. 1 软件 (http : // www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/ ) 预测 斜纹 夜 蛾 PBP 信号 肽 。 基 于 











UR ,依据 去 信号 肽 后 的 基因 序列 设计 特异 性 表达 引 
物 ,并 在 引物 两 端 分 别 添 加 酶 切 位 点 Bam H. 1 Fil Xho 
I ( 表 1)。 用 高 保 真 酶 Phanta Max Super-Fidelity 
DNA Polymerase 扩 增 ,体系 和 程序 见 说 明 书 。 扩 增 
结束 后 采用 1.2% 琉 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 利 用 胶 回 
收 试 剂 盒 对 PCR 产物 进行 纯化 ,后 连接 到 pEASY- 
T3 载体 上 ,然后 转 和 人 大肠 杆菌 感受 态 细胞 Trans-T1 























内 ,并 送 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公 司 进行 测序 。 
对 测序 正确 的 重组 质粒 进行 扩大 培养 并 提取 质粒 。 


内 切 酶 BamH I 和 Xho I 对 pET-30a( + ) 载体 和 
pEASY-T3 载体 进行 双 酶 切 ,并 进行 电泳 回收 。 使 
用 T4 DNA 连接 酶 对 回收 的 基因 片段 和 pET-30a 
( +) 载体 进行 连接 ,并 将 连接 产物 选用 转 入 BI21 
( DE3 ) 感受 态 细胞 内 ,并 送 交 公司 测序 。 





























预测 结果 将 信号 肽 相应 的 核酸 序列 从 ORF 区 域 去 
表 1 引物 信息 
Table 1 Primer information 
引物 引物 序列 (5' -3") 途 
Primers Primer sequences Purposes 
SlitPBP4-F CCAGACGGAGATGGACATCAAGG 
SIitPBPA-R CCATGTCTGTCACTTGGTCCGG 
GAPDH-F CAAAATCGGTATCAACGGTTTCGG PE 
GAPDH-R GTAGGAAGGATCGTAAGCGTCAAGG 
SlitPBP4-qF AAGTGACAGACATGGTTGAGG 
SIitPBPA-qR AAGAGGCAAGTCGTCTGAAAT 
EF-qF ACGCTCCCGGACACAGAGAT 
EF-qR GCTCACGGGTCTGTCCGTTC oe 
GAPDH-qF CGTGTTCCTGTTGCTAAC 
GAPDH-qR CTTGACCTTCTGCTTGATAG 
SIitPBPA-vF GGATCCAAGAACGAGGTTAGCGTGCTG 载体 构建 
SlitPBP4-vR CTCGAGCTATCTACAATAAACTCTTCTT Vector construction 


下 划 线 为 限制 性 酶 切 位 点 。The restriction sites are underlined. 


1.8 斜纹 夜 蛾 PBP4 的 表达 与 纯化 
取 50 pL 测序 正确 的 菌 液 于 5 mL LB 培养 基 中 
过 夜 培 养 。 次 日 将 5 mL AFEA 500 mL LB 培养 
基 中 200 r/min 37°C 培养 , 当 菌 液 的 OD ooo [B 3 FI 
0.6 ~0.8 时 加 入 IPTG ,使 其 终 浓 度 为 1 mmol/L, 
200 r/min 37°C 继续 培养 6 h。 收 集 细胞 ,并 在 冰 浴 
条 件 下 对 细胞 进行 超声 波 破碎 ,通过 SDS-PAGE 检测 
目的 蛋白 的 可 溶性 表达 情况 。 因 重组 蛋白 以 包涵 体 
的 形式 存在 , 故 采 用 尿素 变性 包涵 体 的 方法 进行 纯 
化 。 纯 化 步骤 及 所 需 缓冲 液 见 填料 Ni Sepharose High 
Performance 说 明 书 。 纯 化 后 的 蛋白 采用 尿素 梯度 进 























行 复 性 , 复 性 后 的 蛋白 用 肠 激 酶 切除 His-tag 标签 ， 
经 亲 和 层 析 柱 在 此 纯化 后 ,SDS-PAGE 电泳 检测 目 
的 蛋白 的 纯度 。 最 后 ,透析 除 盐 , 含 目 的 蛋白 溶液 用 
低温 冷冻 干燥 机 冻 干 。- 80°C 保存 备用 。 
1.9 ”荧光 竞争 性 结合 测定 

A HH K o6 xà ^f TE 21 c UU sg TE ( fluorescence 
competitive binding assay ) 测定 不 同性 信息 素 组 分 和 
植物 气味 物质 与 SitPBP4 的 亲和力 。 采 用 1-NPN 
作为 奖 光 探 针 ,选取 部 分 性 信息 素 组 分 和 植物 气味 
物质 进行 测定 。 仪 器 参数 为 :Ex =337 nm, Em =420 
nm。 所 用 气味 物质 及 其 来 源 见 表 2。 
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表 2 荧光 竞争 性 结合 试验 所 用 气味 物质 


Table 2 Odorant compounds used in the competitive fluorescence binding assay 


气味 物质 Odorant compounds 


作用 Use 


来 源 Source 








Z9 , F11-14: Ac 性 信息 素 主 组 分 Main sex pheromone 


Z9-14;0H 


ShinEtsu, Japan 


性 信息 素 类 似 物 Sex pheromone analogue 





PEE ALE Nerolidol 

Ax L i Phenethyl alcohol 
月 桂 酸 Lauric acid 
B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 

Ax HARE Benzaldehyde 














常见 植物 挥发 物 Common plant volatiles 


Sigma-Aldrich, USA 





法 尼 烯 Farnesene 








植物 挥发 油 组 分 及 蚜虫 报警 信息 素 


Plant essential oil and aphid alarm pheromone ( Bowers et al., 1972) 





油 酸 Oleic acid 
人 硬 脂 酸 Stearic acid 
棕榈 酸 Palmitic acid 


FER Myristic acid 





使 用 酶 标 仪 进行 奖 光 竞争 性 结合 试验 。 首 先 测 
4E PBP4 与 1-NPN 的 结合 常数 :在 浓度 为 50 mmol/L 
的 Tris-HCl 缓冲 液 (pH 7.4) 中 加 入 PBP4 蛋白 ,使 
其 浓度 为 2 umolL ,然后 每 次 加 入 1-NPN 溶液 (0.5 
mmol/L)1 kL, 充 分 混合 均匀 ,更 置 2 min 后 测定 和 
记录 其 荧光 值 ,至 1-NPN 终 浓 度 2 pmol/L。 其 次 ， 
测定 斜纹 夜 蛾 性 信息 素 结合 蛋白 与 不 同 气味 物质 的 
亲 和 和 能 力 : 在 250 uL 浓度 为 50 mmol/L 的 Tris-HCl 
缓冲 液 (pH 7.4) 中 加 入 蛋白 和 1-NPN 使 它们 终 浓 
度 均 为 2 pymol/L。 在 反应 液 中 逐次 加 入 终 浓度 为 
0 ~20 pmol/L 的 气味 物质 溶液 ,充分 混合 均匀 , 静 
置 2 min 后 测定 并 记录 其 荧光 值 。 

根据 气味 物质 不 同 浓度 下 的 荧光 值 计 算 ICx 值 
(荧光 值 降 到 不 加 配 基 获 光 值 一 半 时 的 配 基 浓度 ) ， 
进而 计算 蛋白 与 气味 物质 的 结合 常数 (Ki) 。Ki = 
1Cso/ (1 af: Ci npn/ Ky npn ) o 其 中 , Ci yen 为 未 结合 1- 
NPN 浓度 ;K 为 PBP/1-NPN 复合 物 的 结合 常数 。 
对 于 植物 气味 物质 ,一 般 认为 Ki 值 (单位 pmol/L) 
小 于 10 结合 能 力 较 强 , 介 于 10 ~20 之 间 结 合 能 力 
较 弱 ,大 于 20 没有 结合 能 力 ; 对 于 性 信息 素 组 分 ,Ki 
值 小 于 2 结合 能 力 较 强 , 介 于 2 ~4 之 间 较 弱 ,大 于 
4 没有 结合 能 力 。 























2 结 


2.1 和 斜纹 夜 蛾 PBPA 基因 的 鉴定 及 其 序列 分 析 
利用 不 同 物种 间 同 源 基因 的 在 序列 及 染色 体 上 
位 置 的 相对 保守 性 ,对 实验 室 早 先 克 隆 的 斜纹 夜 蛾 
PBP/GOBP 基因 序列 进行 序列 分 析 , 获 得 了 和 斜纹 夜 
蛾 的 PBP4 同 源 基因 的 基因 组 及 cDNA 全 长 序列 , 命 





可 能 的 抑 卵 信息 素 Possible oviposition deterrents (Li et al., 2004) 


名 为 SlitPBP4( GenBank 登录 号 :MG356847 ) 。 

SI PBPA 的 开放 阅读 框 长 633 bp, 共 编码 210 
个 氨基 酸 , 具 有 昆虫 PBP 典型 的 序列 特征 (图 1):N 
末端 20 个 左右 氨基 酸 的 信号 肽 .保守 的 6 个 半 胱 氨 
酸 残 基 和 保守 的 内 含 子 数量 及 插入 位 置 ( 内 含 子 1 
插入 到 两 个 氨基 酸 之 间 , 内 含 子 2 插入 到 编码 同一 
个 氨基 酸 的 碱 基 间 )。 但 和 其 他 3 个 斜纹 夜 蛾 PBP 
相 比 ,SlitPBP4 的 C 末端 多 40 个 左右 的 氨基 酸 , 且 
具有 较 强 的 亲 水 性 (图 2) 。 去 除 信 号 肽 后 ,SlitPBP4 
的 蛋白 分 子 量 大 小 为 22.4 kD ,等 电 点 为 8.48。 
2.2 SIitPBP4 的 进化 分 析 

将 SlitPBP4 和 已 报道 的 斜纹 夜 蛾 其 他 OBP 及 
部 分 鳞 翅 目 昆 虫 的 PBP 和 GOBP 构建 系统 进化 树 
(图 3)。 结 果 显 示 , BE H EE PBP/GOBP 分 成 
PBP 和 GOBP 两 个 明显 的 分 文 , 而 PBP 又 进一步 分 
为 3 个 小 文 (分 别 为 PBP1, 2 和 3) ,GOBP 分 为 2 个 
小 支 (分 别 为 GOBP1 和 2)。SlitPBP4 与 PBPI -3 
及 GOBP1 - 2 较 近 , 同 其 他 几 种 昆虫 的 PBP4 (或 
OBP) 一 起 归 为 PBP4 rx s 
2.3 SltPBP4 组 织 表 达 谱 分 析 

利用 RT-PCR 和 qPCR 分 别 检 测 了 SliiPBP4 在 
雌雄 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 ( 图 4) RT-PCR 
结果 显示 ,SlitPBP4 在 雄 成 虫 腹部 高 表达 ,在 其 他 成 
虫 组 织 中 不 表达 。qPCR 结果 和 RT-PCR 结果 基本 
一 致 ,同样 为 在 雄 成 虫 腹部 高 表达 ,同时 在 雌 成 虫 触 
角 中 有 微弱 表达 ,为 雄 成 虫 腹部 中 表达 量 的 
3.28% 。 进 一 步 对 雄 成 虫 腹部 的 RT-PCR 检测 结果 
显示 ,SlitPBP4 只 在 生殖 系统 表达 而 在 非 生殖 系统 
的 组 织 不 表达 。 
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图 1 斜纹 夜 峨 4 个 PBP 与 2 个 GOBP 的 氨基 酸 序列 比 对 
Fig. 1 Amino acid sequence alignment among four PBPs and two GOBPs of Spodoptera litura 
蛋白 的 GenBank % 3 GenBank accession numbers of proteins; PBPl, AAY21255. 1; PBP2, AAZ22339. 1; PBP3, AIS72934. 1; PBP4, 
MG356847; GOBPI, ABM54823. 1; GOBP2, AKI87961.1. 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 用 五 角 星 标 出 ;信号 肽 用 下 划 线 标识 ;箭头 和 三 角形 分 别 表 
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2 的 2 个 内 含 子 插入 位 置 ;螺旋 结构 用 黑 粗 线 标 出 。Six conserved cysteine residues are indicated by pentagrams. The signal 


peptide sequences are underlined. Sites of two introns are marked with arrows (for PBP1 -4) and triangle (for GOBPI -2) on the sequence. The a- 


helixes are marked with thick black lines. 
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Fig. 2 Prediction of hydrophobic regions of SlitPBP1 -4 
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于 氨基 酸 序 列 构建 的 斜纹 夜 蛾 OBP 及 其 他 代表 性 鳞 翅 目 昆 虫 PBP/GOBP 的 系统 进化 树 (邻接 法 , 1 000 次 重复 ) 
Fig. 3 Phylogenetic tree based on the amino acid sequences of SlitOBPs and other lepidopteran PBP/GOBPs 
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3 FEY 








(neighbor-joining method, 1 000 replicates ) 

蛋白 来 源 物 种 及 GenBank 登录 号 Origin species of proteins and their GenBank accession numbers : 家 看 Bombyx mori ( BmorOBP1 , CAA64444. 1; 
BmorOBP2, CAA64445. 1; BmorOBP3, NP_001037494. 1; BmorOBP4, XP. 012545845. 1; BmorOBPS, Gong et al. (2009); BmorOBP6, NP_ 
001077095.1) ; 烟草 天 蛾 Manduca sexta [ MsexPBP1, AAA29326. 1; MsexPBP2, AAF16710. 1; MsexPBP3, AAF16703.1; MsexPBP4, Vogt et al. 
(2015) ] ; 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura | SlitPBP1, AAY21255. 1; SIitPBP2, AAZ22339. 1; SlitPBP3, AIS729034. 1; SlitGOBP1, ABMS4823. 1; 
SIitGOBP2, AKI87961.1; SlitOBP1 — SIitOBP31, Feng et al. (2012) , Gu et al. (2015) |; 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua ( SexiPBP1, ABK41046. 1; 
SexiPBP2, AAS55551.2; SexiPBP3, ACY78413.1; SexiGOBPI , ACY78412. 1; SexiGOBP2, AKI87961. 1) ; 君主 斑 蝶 Danaus plexippus [ DpleOBPI — 
3, DpleOBP5 - 6, Zhan et al. (2011) ] ; 红 带 袖 蝶 Heliconius melpomene | HmelOBP1 - 3, HmelOBP6, Dasmahapatra et al. (2012) ] ; Be [ej West 
Melitaea cinxia [ McinGOBP1 —2, McinPBP1, McinPBP4, Ahola et al. (2014) ]. 








A 25 
20 
ie 15 


Relative expression level 





a a a a a a a a a 


Fa Fh Ft Fab Fl Fw Ma Mh Mt Mab MI Mw Mre Mre 


B 


GAPDH 





4 SlitPBPA 在 斜纹 夜 蛾 肉 雄 成 虫 各 组 织 中 表达 量 的 qPCR (A) 和 RT-PCR (B) 分 析 
Fig. 4 qPCR (A) and RT-PCR (B) analyses of SlitPBP4 gene in different adult tissues of Spodoptera litura 
Fa; 雌 虫 触角 Female antenna; Fh; 雌 虫 头 部 (去 触角 ) Female head without antennae; Ft: JHE IH Hfj Female thorax; Fab: ME H Ja Sf Female 
abdomen; Fl; WEIHE ft Female leg; Fw: WER H Female wing; Ma; 雄 虫 触角 Male antenna; Mh; 雄 虫 头 部 (去 触角 ) Male head without antennae; Mt; 
雄 虫 胸部 Male thorax; Mab; 雄 虫 腹部 Male abdomen; Ml; 7f #2 ft Male leg; Mw: HERH Male wing; Mre~ : 除去 生殖 系统 的 雄 虫 腹部 Male 
abdomen without reproductive system; Mre: 雄 虫 生殖 系统 Male reproductive system. 图 中 数据 为 平均 值 + 标 准 差 (n =3) ; 柱 上 不 同 字母 代表 差异 显 
著 (P<0.05, t 535) , Values are mean + SD of three biological replicates. Different letters above bars indicate significant difference ( P «0.05, t-test). 
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2.4 ”SIitPBP4 与 气味 物质 的 亲和力 分 析 oao a o a M Ss 
构建 原核 表达 载体 pET/SIHPBPA 后 ,在 大 肠 杆 pe 







菌 中 进行 重组 蛋白 的 大 量 表 达 、 纯 化 ,经 酶 切 后 得 到 
SlitPBP4 蛋白 ,大 小 为 22 kD 左右 ,与 预测 分 子 量 一 
致 (图 5) 。 首 先 测定 了 SlitPBP4 蛋白 与 荧光 探 针 1- 
NPN 间 的 结合 能 力 ,结果 表明 两 者 间 具 有 较 好 的 结 
合 能 力 (Kd =9.60+ 上 0.61 pmol/L) AAA f& fI Jw 
(图 6: A) ,说 明 可 以 通过 荧光 帝 争 性 结合 实验 测定 
SlitPBP4 与 不 同 气味 物质 的 结合 能 力 。 但 测定 显 
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示 ,SltPBP4 与 几 种 常见 的 植物 气味 物质 和 和 斜纹 夜 A B 

蛾 性 信息 素 组 分 均 没有 明显 的 结合 能 力 ( 图 6: B), LS 重组 pET/SIitPBPA 的 表达 (A) 及 纯化 产物 (B) 的 

与 可 能 的 4 种 抑 卵 信息 素 组 分 也 没有 结合 能 力 ( 结 SDS-PAGE 分 析 

合 曲 线 未 列 出 ) 。 Fig. 5 SDS-PAGE analysis of the recombinant 
pET/SlitPBP4 (A) and purified product ( B) 

3 结论 与 讨论 M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; 未 加 





IPTG 诱导 的 细菌 细胞 Bacterial cells before IPTG induction; 


2. IPTG 诱 导 6 h 后 的 上 清 Supernatant after IPTG induction for 
i 3 — Hk 各 ` 个 
近年 来 d 在 些 非 夜 臧 科 昆虫 中 已 报道 有 3 | 6 h; 3: IPTC 诱导 6 h 后 的 沉淀 Precipitate after IPTG induction 


以 上 的 PBP 基 ? (ETER IRF EE R 中 , 通过 同 源 克 for6 h; 4: 超声 破碎 后 的 沉淀 Precipitate after ultrasonication; 
VE 转录 组 测序 等 手段 ,每 种 昆虫 中 只 发 现 了 最 多 3 5: 纯化 后 的 蛋白 Purified protein; 6; 酶 切 去 除 标签 后 的 蛋白 
个 不 同 的 PBP 基因 ( PBPI - 3) A 由 于 缺少 基因 组 序 Purified protein after cleavage of His-tag by enterokinase. 
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6 ”SlitPBP4 与 荧光 探 针 1-NPN( A) 及 不 同 气味 物质 (B) 的 结合 曲线 
Fig. 6 Binding curves of SlitPBP4 to 1-NPN (A) and different odorant compounds ( B) 


列 数据 , 夜 蛾 科 昆 虫 PBP 基因 的 确切 数量 不 得 而 ”化 及 功能 分 化 研究 ,提供 了 重要 依据 。 

知 。 本 研究 在 实验 室 前 期 鉴定 到 斜纹 夜 峨 3 个 PBP SlitPBP4 编码 的 蛋白 具 有 鳝 翅 目 PBP/COBP 的 
基因 和 2 个 GOBP 基因 并 克隆 获得 PBP/GOBP 基因 上 典型 特征 ,包括 N 末端 20 个 左右 氨基 酸 组 成 的 信 
序列 的 基础 上 ,通过 分 析 鳞 翅 目 昆虫 PBP/GOBP 基 号 肽 .6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 、 基 因 组 DNA 含有 3 个 
因 在 染色 体 上 的 相 邻 分 布 特点 ,成 功 从 斜纹 夜 蛾 中 外 显 子 和 2 个 内 含 子 ;进化 树 分 析 也 表明 ,SitPBP4 
鉴定 到 SlitPBP4 基因 ,这 也 是 夜 蛾 科 第 一 个 PBP4 5j PBP/GOBP 家 族 靠 近 , 因 此 我 们 认为 SiitPBP4 及 
基因 的 报道 。 在 本 文 撰 写 期 间 , 棉 铃 忠 和 和 斜纹 夜 蛾 。 其 同 源 PBPA 属于 PBP/GOBP 家 族 中 一 个 新 的 亚 家 
基因 组 序列 测序 相继 完成 并 公布 (Pearce et al, ” 族 。 我 们 将 该 基因 命名 为 PBP 基因 而 非 COBP 基 
2017; Cheng et al., 2017) ,我 们 对 公布 的 基因 组 序 。” 因 , 主 要 有 以 下 原因 :其 一 ,从 基因 组 DNA. 的 序列 特 
列 进行 分 析 , 也 证 实 了 两 种 夜 蛾 昆虫 中 PBP4 的 存 征 看 ,SliiPBP4 中 2 个 内 含 子 的 插入 位 点 与 斜纹 夜 
在 。 该 基因 的 鉴定 ,为 夜 蛾 科 昆 贝 PBPAGOBP AWE — 蛾 其 他 3 个 PBP 基因 相同 (第 1 个 内 含 子 在 两 个 氨 
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基 酸 间 ,第 2 个 内 含 子 在 一 个 氨基 酸 内 的 碱 基 间 )， 
而 不 同 于 2 GOBP 基因 (2 个 内 含 子 均 在 两 个 氨 
基 酸 间 ) ;其 二 ,该 基因 在 染色 体 上 与 其 他 PBP 基因 
临近 分 布 ,与 2 个 GOBP 基因 则 较 远 ;另外 ,在 非 夜 
蛾 科 昆 虫 烟草 天 蛾 (Vogt et al., 2015) FIER P) 1 aE 
(Dasmahapatra et al., 2012) 中 已 报道 的 同 源 基因 均 
命名 为 PBP 基因 。 尽 管 如 此 ,SltPBP4 同 其 他 3 个 
斜纹 夜 蛾 PBP 间 仍 存在 较 大 差异 ,首先 是 氨基 酸 序 
列 间 的 一 致 性 (identity ) 较 低 (CSlitPBP4 和 ShtPBP1 — 
3 分 别 为 13% , 1796 Fil 18% ) ,其 次 是 SlitPBP4 的 C 
末端 明显 多 出 40 个 左右 的 氨基 酸 , 且 该 段 序 列 的 亲 
水 性 较 强 。 因 此 ,SlitPBP4 与 其 他 3 个 PBP 在 功能 
上 可 能 存在 较 大 差异 。 

为 了 探讨 SlitPBP4 的 功能 ,我 们 首先 进行 了 基 
因 的 组 织 表达 谱 分 析 。 结 果 发 现 ,与 其 他 3 个 斜纹 
夜 蛾 PBP 基因 的 触角 高 表达 特点 (Liu et al., 2013) 
^n], SlitPBP4 只 在 瞧 虫 触角 中 微量 表达 , 而 在 雄性 
腹部 极 高 表达 。 在 非 夜 蛾 科 昆 虫 中 ,PBP4 基因 在 家 
He RICOH dk BE WR AY qu] JR 3E D] BmorOBPS 和 
DpleOBPS 在 触角 2) rh, AMEER EST 转录 组 中 均 未 
被 检测 到 ,说 明 这 些 基 因 在 这 些 组 织 ( 或 虫 态 ) 中 没 
有 表达 或 表达 量 极 低 ; EKAP , QPCR 结果 显示 
BmorOBPS 在 触角 中 只 有 极 低 的 表达 (Gong et al., 
2009 ) 。 在 烟草 天 蛾 触角 等 4 个 不 同 组 织 的 转录 组 
中 ,MsexPBP4 仪 在 马 氏 管 中 有 极 低 的 表达 ( Vogt et 
al., 2015) 。 这 些 结果 说 明 ,PBP4 基因 在 夜 蛾 科 甚 
至 整个 鳞 翅 目 昆 虫 触角 中 的 表达 量 都 很 低 ,因此 其 
主要 功能 并 非 嗅 觉 。 

鳞 翅 目 昆 虫 PBP 基因 除 在 触角 中 高 表达 外 ,在 
其 他 一 些 组 织 如 性 信息 素 腺 体 PR ern 
也 有 少量 表达 (Gu et al., 2013; Sun et al., 2013) ， 
但 尚 没有 在 雄 蛾 腹部 特异 或 显著 高 表达 的 报道 ， 
SLitPBP4 的 雄 蛾 生殖 系统 高 表达 特点 暗示 其 在 雄性 
生殖 相关 的 生理 过 程 中 起 作用 。 在 其 他 OBP 基因 
中 ,有 关 腹 部 中 高 表达 的 例子 常 有 报道 ,如 斜纹 夜 蛾 
OBP19, OBP20 和 OBP33 基因 (Gu et al., 2015) #8 
4&1 OBP10 基因 (Sun et al., 2012)。 其 中 棉铃 虫 
OBP10 基因 不 仪 在 两 性 触角 中 表达 ,同时 在 雄 虫 精 
液 中 高 度 表达 ;进一步 的 研究 表明 ,棉铃 虫 OBPIO 
蛋 折 在 交配 过 程 中 由 雄 虫 传递 给 肉 虫 ,然后 附着 在 
卵 表 面 被 肉 虫 产 出 体外 ,推测 其 可 能 起 到 结合 并 释 
放 抑 卵 信息 素 ,抑制 其 他 上 峻 性 个 体 在 本 区 域 产 卵 行 
为 以 降低 后 代 幼 虫 对 有 限 食物 资源 的 竞争 (Sun et 
al., 2012) 。 对 于 SlitPBP4 是 否 也 具有 类 似 的 功能 ， 










































































我 们 也 进行 了 探讨 。 利 用 Western blot 技术 对 交配 
前 后 峻 雄 虫 生 殖 系 统 PBP4 蛋白 进行 检测 ,没有 发 
现 交 配 后 肉 虫 腹部 中 PBP4 蛋白 的 明显 增加 ,免疫 
组 化 试验 也 未 在 交配 后 肉 虫 所 产 卵 的 表面 检测 到 
PBP4( 结果 未 列 出 )。 此 外 ,鉴于 SlitPBP4 XEDS TENE 
虫 触角 中 也 有 少量 的 表达 ,我 们 利用 原核 表达 技术 
在 体外 进行 该 蛋白 的 大 量 表 达 , 然 后 利用 荧光 竞争 
性 结合 实验 对 部 分 常见 植物 气味 物质 、 斜 纹 夜 蛾 性 
言 息 素 主 组 分 及 可 能 的 抑 卵 信息 素 组 分 进行 了 结合 
能 力 测 定 ,结果 发 现 SlitPBP4 和 这 些 化 合 物 均 没有 
明显 的 结合 能 力 ,说 明 SlitPBP4 在 这 些 气 味 物质 的 
感受 中 不 起 作用 ,但 不 排除 在 其 他 气味 物质 感受 中 
的 可 能 作用 。SlitPBP4 的 雄 峨 生殖 系统 高 表达 特 
点 ,上 暗示 其 在 雄性 生殖 相关 的 生理 过 程 中 起 重要 作 
用 ,有 竺 进一步 深入 研究 。 
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